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ン風邪の大流行 2,3が、その最たる例として挙げられる。科学技術の発達した 21 世紀であっても、

















な分野に貢献してきた。1970 年代からは HVJ 内部への遺伝子や薬物の導入によって、細胞内へ内
包物を輸送する方法が確立され、遺伝子デリバリーやドラッグデリバリーシステムなどの基礎研究
が行われてきた 17,18。 
 本論文では、HVJを不活化した不活性化センダイウイルス 19 (HVJ-E) と呼ばれる不活性化ウイル
スと、Layer-by-Layer 法 20 (LbL法) により作製された高分子薄膜に着目し、両者の利点を合わせた
新規生体材料を創製することで、癌治療、診断、再生医療への貢献を目指した (Figure 1.1) 。 
 








1.2. 不活性化センダイウイルス (HVJ-E : Hemagglutinating Virus of Japan Envelope) 
 
1.2.1. HVJ-E とは？ 
 
HVJ 内部の RNA を UV 照射によって破壊し、マウスに対する病原性や細胞での増殖能を不活化
させた不活性化センダイウイルス (HVJ-E : Inactivated HVJ envelope) は 2002年に Kaneda らによっ
てその作製方法と細胞への遺伝子導入能が報告された (Figure 1.2) 19。HVJ-E の HVJ 由来のエンベ
ロープ膜上タンパク質である Hemagglutinin-Neuraminidase (HN) タンパク質と Fusion (F) タンパク
質は、ウイルスの RNA 破壊後も活性を維持しており、細胞への膜融合能を有している。またその








Figure 1.2. 不活性化センダイウイルス  (HVJ-E) 作製方法とその構造 . HVJ-E は膜表面に
Hemagglutinin-Neuraminidase (HN) タンパク質と Fusion (F) タンパク質を有する 19. 
 
 
1.2.2. HVJ-E の抗腫瘍効果 
 
2007 年に Kurooka らによって HVJ-E が担癌モデルの癌部位への局部注射により、その腫瘍を劇
的に減少させることが初めて報告された (Figure 1.3) 21。 
 
 
Figure 1.3. 担癌モデルへの HVJ-Eの投与とその抗腫瘍効果 21. HVJ-E投与前 (左) と投与後 (右) 
 
HVJ-E は腫瘍組織を移植した動物への投与試験において、腫瘍組織や樹状細胞への感染により、




 更に Kawaguchi らは、HVJ-E の in vitro でのアポトーシス誘導能も報告している 24。HVJ-E は細
胞表面のシアル酸の一種である GD1a を認識して細胞に吸着する。そのため、GD1a の高発現細胞
のみが選択的にアポトーシスを誘導することが示された。アポトーシスメカニズムの一種は
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Matsushima-Miyagi らによって報告された 25。HVJ-E 内部の RNA 断片が癌細胞内部の retinoic acid-
inducible gene I (RIG-I) 受容体によって認識される。RIG-I受容体によるRNA断片認識が細胞のRIG-
I / mitochondrial antiviral signaling protein (MAVS) 経路を活性化させ、細胞に tumor necrosis factor 
related apoptosis ligand (TRAIL) の発現を誘導する。TRAIL が細胞の death domain を有する tumor 












Fujiiらは、HVJ-Eの内部に Sodium borocaptate (BSH) を導入し、表面をカチオン化ゼラチンで修
飾した機能化 HVJ-Eを報告している 30。HVJ-Eは細胞と高い融合能を示すため、細胞内部へのホウ
素源の高い導入効率が考えられたが、HVJ-Eの高い細胞融合性によって、癌部位だけでなく、その







近年、Saga らによって HVJ-Eの遺伝子を改変し、HNタンパク質を発現せず、interleukin - 12 (IL-12) 
をエンベロープ表面に発現する HVJ-E も開発されている 23 (Figure 1.4) 。IL-12 は p40 と p35 のサ
ブユニットから構成され、interferon-γ (IFN-γ) の発現を細胞に促進させることで抗腫瘍効果を誘
導する 31,32。この性質を利用し、抗腫瘍効果をさらに高めた IL-12 を発現した HVJ-E の開発が報告













 HVJ を用いた iPS 細胞 14,15の作製方法も報告されている 33–35。世界で初めて iPS 細胞を報告した
















Eの機能化が求められている。そこで本論文では、高分子化学と HVJ-E (ウイルス) を組み合わせた
新規生体材料を創製することを目指し、３種類の新規生体材料、ヒアルロン酸修飾 HVJ-E、HVJ-E
徐放ナノファイバー、HVJ-E固定化細胞分離基材を提案した (Figure 1.1) 。 
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1.3. Layer-by-Layer 法 (LbL法) 
 
1.3.1. Layer-by-Layer法 (LbL法) とは？ 
  
 






Figure 1.5. Layer-by-Layer 法 (LbL法) の概念図 20 
 
高分子の組み合わせは多岐にわたり、poly allylamine hydrochloride 、polystyrene sulfonate、poly 
dimethyldiallylammonium chloride などの合成高分子だけではなく、chitosan (CH) や poly-L-lysine 













Poonらは、金ナノ粒子表面を PLL、HAおよび dextranで修飾した約 50 nmのイメージング用ナ
ノ粒子を報告している 48 (Figure 1.6 a, b) 。金ナノ粒子は近赤外光で検出可能であることから、生体
内のイメージングに近年用いられている。直径が約 200 nm 以下の粒子は血液を循環し、癌組織近
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傍に Enhanced Permeability and Retention 効果 (EPR効果) 49で蓄積することが知られており、この性
質を利用して癌部位に粒子が蓄積される (Figure 1.6 c)。その後、対外から近赤外光を照射すること
で癌部位の検出が可能である。 
 
Figure 1.6. (a) LbL法による金ナノ粒子のコーティングによるイメージングと薬物導入の概念図 (b) 








Matsusakiらは、LbL法を利用し、細胞の多層積層化技術を開発した (Figure 1.7) 54。Extra cellular 










Figure 1.7. LbL法を用いた細胞積層技術の概念図 54。1) 細胞を単層に培養し、細胞上に FNと gelatin








bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) を固定化した骨再生誘導能を有するインプラントを提案して













Figure 1.8. (A) インプラント表面の Layer-by-Layer 膜の (1) 修飾と (2) 架橋, (3) BMP-2の担持の概
念図. (B) 内孔を有するインプラント概念図. (B’) インプラント表面の SEM画像. BMP-2 修飾後の
(C) 内孔表面と (C’) 表面の SEM 画像および FITC ラベル化 BMP-2 修飾後の基板の蛍光顕微鏡観







足を解消する一つの提案として、Mansouriらは、ヒト赤血球表面に CHと ALGから形成される LbL






Figure 1.9. LbL修飾した赤血球の TEM画像 59 









現したので、本論文にて報告する (Figure 1.10) 。 
 
 

























第 4章では、HVJ-Eを用いた細胞分離方法の開発について報告した。HVJ-Eの GD1a 選択的な吸
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イルスベクターのカプシド表面へ poly[N-(2- hydroxypropyl)methacrylamide] (PHPMA) の共重合体を
化学修飾し、ウイルスが血中抗体により認識されることを完全に防ぐ研究も報告されている 9。更











化により形成される、抗癌剤を内包した高分子ミセルやナノ粒子 7,13–16は、大きさが約 100 nm以下
に精密に制御され、静脈注射により、EPR効果 17 (粒子サイズ <  200 nm）によって、癌組織の血
管間隙部位へ受動的に蓄積される (Figure 2.1)18 。この方法により患者の副作用軽減、および従来の
抗癌剤の静脈注射と比較し、少ない抗癌剤量での治療が可能となりつつある。 
 














Figure 2.2. ヒアルロン酸 (HA) の構造 
 
 一方で、近年、HA が癌細胞の増殖や浸潤に大きく関与していると報告されている 23,24。これは
HA のレセプターである CD44 レセプターが metastatic tumor に多く発現しているからである。





このような HA と CD44 の高い親和性を利用し、癌細胞上の CD44 レセプターを標的としたドラ









2.2. HVJ-E のヒアルロン酸修飾による癌へのデリバリー 
 
HVJ-E は第 1 章で述べた通り、その高い抗腫瘍効果から、腫瘍免疫治療への応用に期待されてい
る 32。しかし、HVJ-E の抗腫瘍免疫効果の発現には、HVJ-E の癌細胞への感染、つまり癌組織近傍
へのデリバリーが必須となり、その方法が課題となっている。 
2.1.2 で述べたように、一般的に粒径が約 200 nm以下のナノ粒子は、PEG 修飾等によって血管滞
留性を増大させ、EPR 効果を利用して、癌組織の血管間隙に粒子を受動的にデリバリーする手法が
用いられている。しかし、HVJ-E は、大きさが約 250 nm の粒子であることから、本手法によって
癌部位に受動的に蓄積しない (Figure 2.3 a) 。 
また HVJ-E は、自身のエンベロープ膜上の HN タンパク質の持つ、高いシアル酸認識能によっ
て、血中でシアル酸を過剰に有する赤血球と容易に結合し、赤血球凝集を引き起こす 34。更に、GD1a
を発現する通常細胞も HVJ-E の癌細胞への吸着を妨げる (Figure 2.3 b) 。 




Figure 2.3. HVJ-E を用いた癌治療法の課題. (a) HVJ-E 粒子の直径 (DLS より) 34と (b) HVJ-E は様々な細
胞への吸着 
 
これらの課題から、HVJ-E の赤血球凝集作用や GD1a を発現しない細胞への吸着を低減させ、且
つ、癌細胞に対し能動的に集積可能な HVJ-E の機能化が求められていた。HVJ-E の機能化にあたり
本論文では、HVJ-E 表面への LbL 法を用いた HA 修飾を実現した (Figure 2.3) 。HA は前述した通
り、その高い生体適合性に加え、多くの癌細胞上に過剰発現する CD44 レセプターと高い親和性を
有することが知られている。そのため、HVJ-E 表面を HAで修飾することにより、癌細胞への能動









面修飾を検討した (Figure 2.4) 。しかしながら、HVJ-E のようなウイルスエンベロープ膜上に、静
電相互作用を駆動力とした LbL 法により生体適合性高分子を多層積層した例は過去にない。そこ











 HVJ-E のエンベロープ膜表面をカチオン性高分子であるグリコールキトサン  (GC: glycol 
chitosan), キトサン  (CH: chitosan) , ポリ-L-リシン  (PLL: poly-L-lysine) とヒアルロン酸  (HA: 
hyaluronic acid) を利用した LbL 法により、HVJ-E 上へのヒアルロン酸修飾条件を検討した。LbL の
条件探索を行い、GC と HAの高分子の組み合わせのみ高分子集積後の HVJ-E の凝集を生じなかっ
たため、GC と HA を利用した LbL 膜の多層積層を行った。LbL 修飾後の粒子を透過型電子顕微鏡
により評価した。HVJ-E 上の HAの酵素分解反応をヒアルロン酸分解酵素による分解試験により評
価した。最後に、LbL 修飾 HVJ-E の LbL 膜の pH 耐性の評価、赤血球凝集作用の検討を行った。 
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2.3.2. Layer-by-Layer法を用いた高分子の修飾方法  
 
はじめに、カチオン性高分子である GC, CH, PLL とアニオン性高分子である HA を、それぞれ
Dulbecco’s phosphate buffer (PBS) に溶解した高分子溶液を作製した (Figure 2.5) 。0.1 M の塩酸およ
び 0.1 M の水酸化ナトリウム水溶液を利用し、各高分子溶液の pH を 7.4 に調整した。 
0.3 mgの粉末 HVJ-E (GenomeONE CF-004, 石原産業株式会社) を 1 mL の PBS に溶解し、15000 
rpm, 4 oC の条件で 15 分間遠心分離し HVJ-E を洗浄した。上澄みを捨てたのち、沈降した HVJ-E を
500 µL の PBS に溶解した。次に、0.25, 0.5, 1.0, 2.0 mg/mL に調整した GC, CH, PLL 溶液 500 µL に、
前述した 500 µL の HVJ-E 溶液を加え、15 分間、4 oC で高分子を吸着させた。その後、溶液を遠心
分離 (15000 rpm, 4 oC) し、上澄みを捨てたのち、更に 1 mL の PBS 溶液を加え、遠心分離 (同上) 
を行った。この洗浄/遠心分離の工程を 3 度繰り返し、カチオン性高分子をコーティングした HVJ-
E を得た。500 µL のカチオン性高分子修飾 HVJ-E 溶液を 500 µL の HA溶液に加え、15 分間、4 oC
で HA を吸着させた。吸着後、上記と同様の遠心分離/洗浄工程を繰り返し、HA 修飾 HVJ-E を得





Figure 2.5. (a) CH, (b) GC, (c) PLL, (d) HAの高分子構造式と(e) HVJ-E 上への LbL 修飾方法 34 
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2.3.3. LbL修飾 HVJ-Eの評価 
 
HVJ-E 上への高分子膜の集積は、動的光散乱法 (DLS: dynamic light scattering, DLS-8000) より評
価した。75 mW のアルゴンレーザーのレーザー光を 90oの入射角で照射し、散乱光から HVJ-E の粒
子径を算出した。HVJ-E の表面電位は光散乱電気泳動法 (ELS: electrophoretic light scattering, ELS-
6000) により測定した。透過型電子顕微鏡 (TEM: Transmission Electron Microscope, JEM-1010) によ
り、HVJ-E および LbL 修飾 HVJ-E の形状を評価した。サンプルは 2 wt % の 12 tungsten (VI) 
phosphoric acid n-hydrate溶液により染色した。 
 
 
2.3.4. QCM法を用いた LbL膜の評価 
 
GC と HA の LbL 積層化を検討するために、水晶子マイクロバランス法 (QCM 法:Quartz crystal 
microbalance 法) を用いて評価した 35。測定には 9MHz-QCM (QCA917, SEIKO EG&G) を用い、LbL
膜は 0.2 cm2の金基板上に作製し、水晶子の振動数変化を観察した。 
 
 
2.3.5. LbL膜のヒアルロン酸分解試験  
 
ヒアルロン酸分解酵素を溶液に溶かし、1000 Unit / mL の hyaluronidase solution (pH 7.0, 20 mM 
sodium phosphate, 77 mM sodium chloride, 0.01 % bovine albumin) を調整した。250 µL の酵素溶液を
200 µL のリン酸緩衝液 (pH 5.35, 300 mM) と混合した。その溶液に 50 µL の PBS 溶液に溶解した、
0.04 mg の HVJ-E, LbL 修飾 HVJ-E を加え、37 oC で 24 時間インキュベートした。反応溶液を遠心
分離 (15000 rpm, 4 oC) し、上澄みの吸光度を測定し、酵素反応を定量した。 
  
 
2.3.6. ヒアルロン酸修飾 HVJ-Eの低 pH溶液での安定性試験 
 
HAを最外層とする LbL 修飾 HVJ-E (0.04 mg) を 1 mL の PBS に溶解した。溶液の pH を 0.1 M の
HCl水溶液を用いてそれぞれ 4.3, 6.0 に調整し、24 時間インキュベートした。作製した溶液中 HVJ-
E の粒径を DLS により評価した。 
 
 
2.3.7. LbL修飾 HVJ-Eの溶血活性試験  
 
3 mL のニワトリ血液を 12 mL の PBS に溶解し、3 度遠心分離 (2500 rpm, 3min) した。沈降した
赤血球を PBS に溶解し、2 % (v/v) に調整した。100 µL の赤血球溶液を 100 µL の HVJ-E, 1~6 層高
分子を修飾した HVJ-E 溶液 (0.1 mg/mL) に加え、37 oC で 2 時間インキュベートした。2 時間後、












 HVJ-E の表面修飾にあたり、HVJ-E の溶液中での性質を明らかとするため、各 pH 溶液中におけ
る表面電位 (ζ-potentials ) と粒子径をレーザーゼータ電位計 (ELS) と動的光散乱光法 (DLS) に
より評価した (Figure 2.6) 。 
 
 
Figure 2.6. 溶液中の各 pH における (a) 表面電位の変化と (b) 時間変化に基づく粒径の変化 34 
 
HVJ-E の表面電位は、生理条件下 (pH 7.4) において -20 mV程度の負の値を示した。表面電位の
値は溶液中の pH の低下と共に徐々に上昇し、pH 4.0 - 4.5 を境に正の値に転じる (Figure 2.6 a) 。こ
の結果から、HVJ-E が pH 4.3 付近に等電点を有することが明らかとなった。一方、各溶液中におけ
る HVJ-E の粒子径の経時変化を DLS で観察すると、pH 7.4 を除くいずれの場合も粒径の上昇が観
察された (Figure 2.6 b) 。特に pH 4.0 において、その凝集挙動は pH 3,4, 5.9 と比較し顕著であった。




これらの事実に加えて、凝集した HVJ-E を再度 pH 7.4 の溶液に浸漬させても凝集した粒子は再
分散しない。そのため、HVJ-E の表面修飾工程においては、HVJ-E の粒子間凝集を最小限に抑えな






 HVJ-E の LbL 修飾を困難にする要因として、①HVJ-E が非常に柔らかく、フレキシブルに動く脂
質二分子膜を持つこと、②表面積が非常に小さいナノ粒子であることが挙げられる。加えて、弱電
解質高分子であるヒアルロン酸の LbL 膜を生理条件下 (150 mM) の塩濃度条件で行った場合、静
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電的な安定性を付加することが難しい。更に、③HVJ-E が等電点を持つこと、などが LbL の条件を
さらに困難にさせる。そのため LbL 修飾 HVJ-E が LbL 修飾の工程で凝集を生じない条件の探索を
行った。  
 HVJ-E は前述した通り、生理条件下である pH 7.4 においてアニオン電荷を有するため、ヒアルロ
ン酸を HVJ-E 表面に直接修飾することはできない。そこで HVJ-E のヒアルロン酸修飾のための下
地づくりとしてのカチオン性高分子の吸着条件を検討することとした。HVJ-E と PLL, CH, GC の 3
種類のカチオン性高分子を異なる高分子濃度で HVJ-E と反応させ、反応後の表面電位と粒子径を
観察した (Figure 2.7) 。 
 
 
Figure 2.7. HVJ-E 表面へのカチオン性高分子 (a) PLL, (b) CH, (c) GC 吸着後の HVJ-E の粒径 (●) と
表面電位 (□) 34 
  
HVJ-E の表面電位は pH 7.4, 150 mM の塩濃度の生理条件下では、- 20 mV付近の負電荷に帯電し
ていた。カチオン性高分子 3 種類との反応後、PLL では - 10 mV, CH では + 5 mV, GC では-10 mV




と考えられる。一方、DLS による粒径評価においては、約 250 nmの平均粒径を有する HVJ-E が、
PLL と反応後には約 1000 nm、CH と反応後には約 2000 nmと、いずれも凝集体を形成しているこ




にも観察された。CH は弱電解質であることに加え、反応条件である pH 7.4 という条件が、CH の
pKa (=6.5) を上回るため、正電荷が非常に弱い 37。更に CH は溶解性が低く、粒子間での疎水性相





CH の溶解性向上のため、CH のヒドロキシル基にエチレングリコール基を導入した GC は遺伝子
導入や Layer-by-Layer 法で利用されており 38,39、本研究においても生分解性高分子の一種として利
用できると考えられた。GCをカチオン性高分子として用いた場合には、0.125 mg/mLから 1.0 mg/mL




が HVJ-E の粒子間凝集を誘発したことを間接的に示唆している。 
 次に、カチオン性高分子を修飾した HVJ-E の TEM 観察を行った (Figure 2.8) 。HVJ-E の TEM 観
察では、HVJ-E 粒子が単分散で、かつ球状の形態を有している (Figure 2.8 a)。一方、カチオン性高
分子である PLL (Figure 2.8 b) および CH (Figure 2.8 c) と反応させた HVJ-E は、DLS での観察結果 
(Figure 2.8 f, g) で示されたように、高分子が粒子間を架橋し凝集体を形成していることが TEM に
よっても観察された。一方、GC を修飾した HVJ-E においては、単分散を維持していた (Figure 2.8 
d, h) 。DLS、表面電位、TEM の結果を併せて考慮すると、GC を用いた場合のみ、HVJ-E に粒子間
凝集を引き起こすことなく、表面に GC を修飾することが出来たと考えられる。 
 




Figure 2.8. HVJ-E 上への高分子吸着前後での透過型電子顕微鏡図, (a) 未修飾 HVJ-E, (b) PLL, (c) CH, 
(d) GC 吸着後。および、(e-h) 各 HVJ-E の粒子数ヒストグラム 34 
 
 
2.4.3. GC-HVJ-E表面へのヒアルロン酸 (HA) 修飾 
 
次に、GC を吸着させた HVJ-E 表面に対し、HAの吸着を試みた。通常、粒子表面への HAの LbL
修飾においては、生理条件下での塩濃度 (150 mM) において、表面修飾後の粒子の分散性が非常に
悪くなる。HA は溶液中で二重らせん構造をとるため、高分子量の HA であると、粒子間での凝集
が起きやすい 42。この事実が、ナノ粒子表面への HA の LbL 修飾を困難にする。一方、塩濃度を 1 
mM まで下げて LbL 修飾を行うと、HVJ-E は凝集することなく容易に修飾される。しかしながら、
低塩濃度環境で作製した弱電解質膜は、塩濃度が変化すると（例えば生体内に移植後）、すみやかに
膜が崩壊してしまう 34,43。そのため、HAの吸着においても pH 7.4, 150 mM の生理条件下において
吸着させる必要がある。 
 HA溶液を所定濃度に調整し、GC を修飾した HVJ-E に加え、GC と静電相互作用を生じさせ、反
応を DLS と ELS により評価した (Figure 2.9) 。GC 修飾後の HVJ-E は、表面電位が – 10 mV程度、
粒径が 250 nm程度であった。HA濃度を 0.125 mg/mL から 1.0 mg/mL に上昇させていくと、反応
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磁性粒子や抗体の固定化など、より高度な機能をもつ HVJ-E を開発可能である。つまり、HVJ-E の
表面上に高分子を多層積層させる技術の開発は HVJ-E の機能化において重要である。 
 前項にて、HVJ-E 表面への高分子修飾の条件を確立したため、HVJ-E 上への LbL 修飾を６層行っ
た。表面修飾の工程は、DLS と ELS、TEM により評価した (Figure 2.10) 。HVJ-E の平均粒径は、
高分子の積層回数の増加に伴い徐々に増加し、６層被覆後には約 320 nmへと上昇した (Figure 2.10 
a)。表面電位の変化も評価すると、カチオン性高分子の GC 被覆時には表面電位が上昇し、アニオ












続いて、表面修飾をした HVJ-Eを TEMにより評価した (Figure 2.11)。TEMでの観察においても、
LbL 修飾に伴う HVJ-E の単分散性の維持が確認された。TEM 観察から HVJ-E の粒径を算出したと
ころ、LbL 修飾を０、２、３、４、５、６回積層した各積層回数において、それぞれ 244±32 nm、
266±19 nm、302±40 nm、306±36 nm、346±73 nm、355±45 nmであった。TEM での観察におい





Figure 2.11. 未修飾と LbL 修飾 HVJ-E の TEM 観察 (上: scale bar = 1.0 µm. 下: scale bar = 200 nm)34 
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2.4.5 LbL修飾 HVJ-Eのヒアルロン酸分解試験 
 
HA の分解は、細胞の増殖や分化、その他、多岐にわたる生理活性に関与していることが知られ
ており、近年盛んに研究されている 44。HA を分解する HA 分解酵素は生体内の多くの細胞外マト
リックス、細胞質内部、血液中など広く存在することが知られている。また、癌細胞の周囲に HA
分解酵素が多く存在することも明らかとなっており、癌の浸潤とも密接な関わりがあることも示唆
されている 45,46。本研究において表面に修飾した HA が、癌細胞への標的能を発現し、癌細胞に吸
着したのちに、HA 分解酵素により分解することが出来れば、癌細胞への能動的標的能を発現後、
癌細胞に吸着した HVJ-E の抗腫瘍活性を意図的に発現させることができると期待した。そこで、高
分子を積層した HVJ-E の HA 分解試験を行い、試験後の粒径とゼータ電位を評価することで、HVJ-
E の LbL 膜分解性を検討した (Figure 2.12) 。 
Figure 2.12 (a) に HA 分解後の粒径とゼータ電位の値を示した。酵素反応前に直線的な粒径増加
を示していた HVJ-E の粒径 (Figure 2. 10a) は、酵素分解後には 0 – 2 層、3 – 4 層、また、5 - 6 層
でほぼ同等の値を示した。つまり、HA 最外層の場合、粒子径が減少していた。一方、表面電位の
値は高分子の積層回数に関わらず、-5 ~ -10 mV の値を示した。興味深いことに、コントロールサン
プルである未被覆 HVJ-E のゼータ電位も増加していた。 
HA分解酵素は pI を 8~9 の間に持っており、pH 7.4 溶液ではカチオンに帯電している 47。そのた
め、HVJ-E あるいは高分子積層 HVJ-E（カチオン性高分子最外層においてもゼータ電位はアニオン
を有するため）の表面に吸着可能である。粒子径の計測と合わせて考慮すると、最外層の HAのみ








Figure 2.12. (a) HA分解酵素と反応後の HVJ-E の粒径、および表面電位 (b) HA分解の概念図 34 
 
 
2.4.6. LbL修飾 HVJ-E の pH耐性 
 




マトリックスにおける pH は約 6.0-7.4、細胞内では減少し 5.0-6.0 であることが知られている 48。そ
こで高分子を 0、2、4、6 層被覆した HVJ-E を pH 7.4（生理条件）、6.0 (癌近傍 pH)、5.0 (エンドソ
ームの pH)、4.3 (HVJ-E の等電点) の、それぞれの溶液に 24 時間浸漬させた。24 時間後、各溶液中








Figure 2.13. 未修飾 HVJ-E と LbL 修飾 HVJ-E の pH 7.4, 6.0, 4.3 における粒子径 (上) と TEM 像 
(下)34 
 
 HVJ-E の粒径は、pH 7.4 溶液中では 24 時間後も単分散性を維持していた。一方、癌近傍と同等
の pH 6.0 において、未被覆 HVJ-E は凝集したが (Figure 2.6) 、HA を最外層に有する HVJ-E は、
pH 6.0 においても、その単分散性を維持していた。この結果は、HVJ-E 上への高分子修飾を強く示
唆する結果である。一方、pH を HVJ-E の等電点である 4.3 まで減少させると、LbL 被覆・未被覆
関わらず、HVJ-E は凝集した。等電点において HVJ-E の膜表面の電荷が著しく減少することで、
HVJ-E 表面と LbL 膜間の静電的相互作用が消失し、LbL 膜が剥がれ、HVJ-E が凝集したと考えられ




Figure 2.14. (a) 2, (b) 4, (c) 6 層 LbL 修飾 HVJ-E の pH 5.0 溶液への添加前 (●) と 添加後 (□)34 




エンドソームの pH である pH 5.0 における HVJ-E の凝集を DLS により評価すると、単分散性を
維持していた試験前と比較し、約 1 µm程度の凝集体を生じることが示された (Figure 2.14) 。この









活性を評価することが可能である。そこで、作製した HVJ-E の膜タンパク質が LbL 修飾後も活性
を維持しているかどうかを、赤血球の溶血試験により評価した (Figure 2.15) 。 
 
 
Figure 2.15. 溶血活性試験. LbL 層が多くなるにつれて HVJ-E の溶血活性は小さくなる 34. 
 
 LbL 修飾を 1-6 層被覆した HVJ-E と未被覆 HVJ-E を赤血球と反応させ、溶出したヘモグロビン
量を定量すると、LbL の回数の増加に伴いヘモグロビンの溶出量が減少した。LbL 修飾に伴い、溶
血活性を完全に抑えることはできなかったが、LbL の回数をより増やすことで HVJ-E の膜タンパ
ク質の活性を完全に抑えることが出来るであろう。しかしながら、本技術開発により、血中におけ











 本研究では、HVJ-E のような脂質二重膜を有するウイルスエンベローブ膜上に、LbL 修飾を初め
て行った。HVJ-E 上への高分子修飾では、生体適合性高分子修飾に伴う HVJ-E 粒子の凝集が課題と
なった。様々な高分子を検討した中で、GC の利用によりエンベロープ膜上に HVJ-E の凝集を防ぎ
つつ HAを修飾することが可能であることを明らかとした。作製した LbL 膜はエンドソーム pH 低
下に伴い崩壊し、内部 HVJ-E が露出する可能性が示唆された。更に LbL 修飾を施すことにより、
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ている。癌による死亡者は年々増加しており、2014 年では全部位における死亡者は約 36 万人であ
った (Figure 3.1 a) 。これは日本人の死因第一位を占める 1。部位別に見てみると、Ｃ型肝炎の感染
数の減少によって肝臓癌の死亡数は減少傾向にある (Figure 3.1 b) 。一方、肝臓癌以外の部位では
おおむね増加傾向にあり、肺癌の死亡数増加は顕著である。癌の罹患者数も同様に増加傾向であり、






























に加え、ホウ素中性子捕捉療法 (BNCT; Boron neutron capture therapy) などが注目されている (Figure 
3.2) 9。BNCTはホウ素を利用した癌治療方法である。ホウ素は中性子を当てることで lithium と alpha 







Figure 3.2. ホウ素中性子捕捉療法の概念図 9。中性子を Boron-10 に当てることで Lithium-7 と































Kimらは、温度応答性高分子 poly (N-isopropyl acrylamide) (PNIPAAm) 溶液に磁性ナノ粒子と抗
癌剤を混合し、電界紡糸法を用いてナノファイバーメッシュを作製した 19 (Figure 3.3)。このナノフ
ァイバーは交流磁場を与えることでナノファイバー内部の磁性粒子が発熱し、ファイバーの構成成




















HVJ-E には免疫系を活性化させ、IL-6 の分泌や癌に対する制御性 T 細胞の抑制、および Natural 
Killer 細胞の活性化により癌を死滅させる能力があることを第一章で述べた 20,21。この HVJ-E と抗
癌剤を併用することで、化学療法と免疫療法の相乗効果によって、抗腫瘍作用を高めることが




Figure 3.4. (a) HVJ-Eと化学療法の併用による癌細胞重量の変化と(b) 体重変化 22 (ブレオマイ
シン; BLM, 抗癌剤シスプラチン; CDDP)  
 
 











このナノファイバー上に HVJ-E を LbL法により固定化し、所定期間徐放させることで、化学療法、
温熱療法、更には免疫療法を同時に実現可能な新規癌治療法開発が実現できることを期待した 
(Figure 3.5) 25,26。 
 しかし、HVJ-E のナノファイバー上への固定化技術、および固定化基板から徐放された HVJ-Eが抗
腫瘍効果を発現できるかどうかを示した知見はこれまでに得られていない。そこで本章では、ナノファ
イバー上への LbL 法 27,28を利用した HVJ-E の固定化と、LbL 膜から徐放された HVJ-E の抗腫瘍効果
について検討した。 













ー上に PLLとアルギン酸を用いて LbL膜を作製した。最外層がカチオンである LbL膜上に、アニオン
電荷を有する HVJ-Eを吸着させた。HVJ-Eを固定化したナノファイバーを走査型電子顕微鏡、共焦点
顕微鏡により観察した。HVJ-E のナノファイバーからの徐放を紫外分光光度計により評価した。最後





 poly caprolactone (PCL) は Ebara らの合成法に則り、ε-caprolactoneモノマーを tin octanoateを用
いて開環重合し、合成した 29。作製した PCLを 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) に 20 wt/v %
の濃度で溶解した。 
ナノファイバーへの加工は高分子電解質溶液に高電圧を与え、糸状加工する技術である電界紡糸
法を用いて行った。PCL溶液を、23G のシリンジ注射針より 1.0 mL/h の溶出速度にて 20 kVの電
圧をかけ、アルミニウム基板上に噴霧し、ナノファイバー状に加工した 24。その後ナノファイバー




を真空乾燥し、HFIP を除去したのち、アルミニウムから剥離することで PCL ナノファイバーメッ
シュを得た。 
 
Figure 3.6. 電界紡糸法による PCLナノファイバーの作製概念図 
 
 
3.3.3. PCLナノファイバー上への Layer-by-Layer修飾 
 
PLLと ALG、poly-ethylene imine (PEI) をそれぞれ pH 7.4の HEPES / NaCl緩衝液 (10 mM HEPES 
/ 150 mM NaCl) に溶解した。それぞれの溶液の高分子濃度を 1.0 mg/mL, 5.0 mg/mL, 0.1 mg/mLに調
整した。はじめに、PCLナノファイバーを PEI溶液に浸漬し、10分間 PEIを吸着させた。その後、
ナノファイバーを HEPES/NaCl 溶液に 2 分間浸漬し、余剰高分子を洗浄した。次に、PEI を修飾し
たナノファイバーを ALG 溶液に浸漬し、10 分間静置後、HEPES/NaCl 溶液で洗浄した。得られた
ALG-PEI修飾ナノファイバーを PLL溶液に浸漬し、10分間吸着後、HEPES/NaCl溶液で洗浄した。
こののち、PLL 溶液と ALG 溶液への浸漬、および HEPES/NaCl による洗浄を 13回繰り返し、LbL
修飾を施したナノファイバーを得た (Figure 3.7)。 
 





Figure 3.7. PCLナノファイバー上への LbL 修飾とHVJ-E吸着の概念図 
 
細胞培養液中でのナノファイバー上の LbL 膜の安定性を維持するため、LbL 膜中の PLL のアミ
ノ基、および ALG のカルボン酸を 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) と N-
hydroxysuccinimide (NHS) を用いて化学架橋した。EDC と NHS をそれぞれ HEPES/NaCl 溶液に溶
解し、それぞれの溶液濃度を 800 mMと 200 mM に調整した。EDCと NHS の溶液を混合し、その
溶液に PLL最外層を有する LbL修飾 PCLナノファイバーを浸漬させた。このナノファイバー含有
溶液を 4 oC で 4 時間インキュベートし、PLL と ALG の高分子架橋反応を行った。反応後、
HEPES/NaCl 溶液で余剰物質を除去した。高分子の架橋反応は、Perkin-Elmer 社製の測定装置 
(Perkin-Elmer Spectrum One, Perkin-Elmer) で FTIRスペクトルを測定し、評価した。 
 
 
3.3.4. HVJ-Eの LbL修飾ナノファイバー上への固定化 
 
 石原産業株式会社より購入した凍結 HVJ-E (GE-016) 溶液 1 本をデシケーター内で溶解し、3.75 
mL の HEPES/NaCl 溶液で溶解した。前述した PLL を最外層に有する LbL 修飾ナノファイバーを





・走査型電子顕微鏡 (SEM) およびレーザー電子顕微鏡 (SLM) による観察 
  
作製した PCL ナノファイバー、LbL 修飾ナノファイバー、および HVJ-E 修飾ナノファイバーを
レーザー電子顕微鏡 (VK9-9700G, Keyence) で評価した。また、同サンプルをプラチナコーティン








FITC ラベル化した PLL と ALG の LbL 修飾を PCL ナノファイバー上に修飾した。EDC/NHS に
よる化学架橋後、pKH-26 でラベル化した HVJ-E を PLL 最表面の PCL ナノファイバー表面に吸着




3.3.6. HVJ-Eの LbL修飾表面からの徐放量の定量 
 
 1 cm× 1cmの HVJ-E修飾ナノファイバー切片を 5 mLの PBS 溶液に浸漬させた。溶液を 37 oC、
55 回 / minの攪拌機にて所定時間撹拌した。1 mLのナノファイバー浸漬溶液を取り出し、280 nm
の吸光度を紫外分光光度計 (V-650, JASCO) にて測定し、溶液のHVJ-E濃度を検量線より算出した。 
 
 
3.3.7. 徐放 HVJ-Eによる細胞傷害性試験 
 
 24 well プレート内にヒト前立腺癌細胞 PC-3 を 10,000 cells / well の濃度で播種し、37 oCのイ
ンキュベーターで 24時間前培養した。各 well内に 1 cm× 1cmの PCLナノファイバー、LbL修飾
ナノファイバー、HVJ-E 修飾 LbL ナノファイバーをそれぞれ添加し、72 時間培養した。24 時間ご












はじめに電界紡糸法を用いて PCL ナノファイバーを作製した 24,29。作製した PCL ナノファイバ
ー上に、LbL法を用いて高分子積層膜を作製した。一般的に LbL膜の表面電位は最外層に利用した
高分子の電荷に由来する 33,34。第 2 章で検討した通り、HVJ-E は生理条件下においてはアニオン電
荷を有する粒子 35 であるため、LbL 膜の最外層はカチオン性高分子である PLL とした。得られた
LbL 修飾ナノファイバーの LbL 膜間を EDC と NHS を用いて架橋し、FTIR スペクトルで架橋反応
を確認した (Figure 3.8)。 






Figure 3.8. PCLナノファイバーと LbL修飾ナノファイバーの FTIRスペクトル 26 
 
 Picart らの研究によれば、LbL 膜間の高分子架橋反応の反応率は EDC と NHS の量、および反応
時間や温度に影響を受ける 36,37。高分子の架橋率を精密にコントロールすることで、細胞の吸着や
分化がコントロールされる。 












から作製されるため、液滴の球形が維持された (Figure 3.9 左) 。一方、HVJ-E を修飾した PCL ナ














次に、PCL ナノファイバー、LbL 修飾ナノファイバーおよび HVJ-E 修飾ナノファイバーをレー
ザー電子顕微鏡 (SLM) および走査型電子顕微鏡 (SEM) により評価した (Figure 3.10)。 
 
 
Figure 3.10. レーザー光学顕微鏡 (SLM) による (a) PCLナノファイバー (b) LbL修飾 PCLナノフ
ァイバー (c) HVJ-E修飾ナノファイバーの観察と、走査型電子顕微鏡 (SEM) による観察 (d-f)26 
 
SLMの観察では、表面のナノファイバーの形状は PCLナノファイバー (Figure 3.10 a)、LbLコー
ト PCLナノファイバー (Figure 3.10 b)、HVJ-E吸着 PCLナノファイバー (Figure 3.10 c) いずれの場
合も、ナノファイバーの形状を維持していることが確認された。一方、LbL膜を修飾したナノファ
イバーでは、ナノファイバー間の LbL膜による架橋も観察された (Figure 3.10 b) 。 
ナノファイバーの形状を SEMにより詳細に観察すると、未修飾 PCLナノファイバーでは、１本




1本のナノファイバーがきれいに観察される (Figure 3.10 d) のに対し、LbL修飾では表面がやや凹
凸がみられる (Figure 3.10 e) 。さらに HVJ-E修飾ナノファイバーでは表面上に凹凸が確認された。
HVJ-E の粒径は約 200 nmであり、ナノファイバー上に固定化された場合、表面凹凸が観察される
はずである。例えば AFMにより基板上に HVJ-E を固定化した場合においても、表面上に凹凸が確












の評価を行った (Figure 3.11)。 
 
 
Figure 3.11. 共焦点顕微鏡による pKH-26 ラベル化 HVJ-E (red) を吸着させた FITC-PLL (green) と
ALGの LbL膜の観察。XY平面の観察（上）と Zスキャン（下）の観察。(Scale bars = 50 µm) 
 
 FITCにより緑色蛍光ラベル化した PLLと ALGをナノファイバー上に LbL修飾し、作製した LbL
膜上に pKH-26 により赤色蛍光ラベル化した HVJ-E を吸着させた。作製した HVJ-E 吸着ナノファ
イバーを共焦点顕微鏡により観察した。 
XY 平面の観察では FITC と pKH-26 の蛍光色素の表面が形成されていることが観察された 
(Figure 3.11上) 。一方、Z軸方向のスキャンでは、緑色・赤色いずれの蛍光色素も、最表面のみな
らず内部にまで吸着していることが観察された (Figure 3.11 下) 。この実験結果から、ナノファイ










 HVJ-Eのナノファイバーからの徐放は 37 oC、Dulbecco’s リン酸緩衝液中で行い、徐放された HVJ-
E量を UV-visを用いて評価した (Figure 3.12) 。 
 
 
Figure 3.12. 生理条件下 (PBS, 37 oC) における HVJ-Eのナノファイバーからの徐放 
 
 HVJ-Eの LbL膜上への吸着は HEPES/NaCl緩衝液中で 25 oCにて行った。静電相互作用による吸
着は、イオン濃度の変化や溶液の温度に影響を受け、吸着や脱着が促進される。ヒト生理条件下を
模倣した Dulbecco’s リン酸緩衝液中においては、LbL 積層中の溶液とイオン種が異なり、更に 37 
oCの温度においてはイオン交換反応の促進が考えられる 41。そのため、HVJ-Eは速やかに脱離する
と考えられた。 









 最後に、作製した HVJ-E 徐放ナノファイバーが癌細胞に対し毒性を示すかどうかを細胞実験に
より評価した。本実験では、ヒト前立腺癌細胞 PC-3 を試験細胞として利用した。PC-3 は HVJ-E





ている 44。この PC-3 細胞 (10,000 cells/well) の培養液中に 1 cm × 1 cm 角の PCL ファイバー、
LbL修飾 PCLファイバーと HVJ-E吸着ファイバーをそれぞれ加え、24～72時間共培養した。培養
後、Cell counting kit-8 を加え、生細胞から合成されるホルマザンを、450 nmの吸光度を測定するこ
とにより評価し、Figure 3.13 (a) にまとめた。 
 
 
Figure 3.13. (a) HVJ-Eナノファイバーの抗腫瘍効果の検討。ヒト前立腺癌細胞と PCLナノファイバ
ー (PCL)、LbL修飾ナノファイバー (LbL)、HVJ-E修飾ナノファイバー (HVJ-E) を加えて共培養し
た後、CCKアッセイにより細胞生存率を検討した（CTRLはファイバー未添加）, 光学顕微鏡によ
る (b) CTRLと (c) HVJ-Eファイバーを加えた細胞の観察 
 
生細胞の数は CTRL (ファイバー未添加)、PCLファイバー (PCL)、LbL修飾ファイバー(PLL) を
加えたいずれの場合でも 72 時間増加し続け、生細胞由来のホルマザン量に有意差は見られなかっ
た (Figure 3.13 a) 。この結果は、PCL ナノファイバーや PLL 最外層の LbL 膜が細胞に対し毒性を
発現しないことを示している。一方で、HVJ-E 吸着ファイバーは細胞の増殖を 72 時間抑制し続け
ただけでなく、その細胞数の減少に寄与した。光学顕微鏡による観察でも、CTRL の細胞 (Figure 
3.13 b) と比較し、顕微鏡でも死細胞が観察された (Figure 3.13 c) 。つまり、固定化・徐放された
HVJ-Eが癌細胞に細胞死を誘導していることが示された。 
第 1章でも述べた通り、HVJ-Eは他の免疫細胞の作用なしに、腫瘍細胞に選択的にアポトーシス




融合が起こる 45。細胞融合ののち、不活性化のプロセスにより生じた HVJ-E 内部の残存 RNA断片
が、細胞質において RIG-I 受容体により認識される 46。RIG-I 受容体により認識されると、RIG-




I/MAVS 経路が活性化され、TRAIL の発現を誘導する。TRAIL リガンドは TNF レセプター (TNF-
R)と結合することで細胞に細胞死を誘導する 47–49。TNF-Rは TNF-R1~R5までが存在し、TNF-R4と




有し、更に徐放されたHVJ-Eが、細胞にアポトーシスを誘導することを示す結果である (Figure 3.14)。 
 
 







E の固定化は、カチオン性高分子である PLL を最外層に有する LbL 膜上に静電相互作用を用いて
行った。SLM と SEM による観察で、HVJ-E のナノファイバー上への固定化が確認された。また
HVJ-Eは、ナノファイバーメッシュの最表面のみならず、ナノファイバーメッシュ内部のファイバ
ー上にも固定化されていることが、共焦点顕微鏡による観察において確認された。固定化された
HVJ-E はヒト生理条件下を模倣した環境で速やかに徐放し、8 時間後には 1 cm×1 cm 片のファイ
バーから約 60 HAU の HVJ-E が徐放された。更に、作製した HVJ-E 徐放ナノファイバーは 3 日間
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環する循環腫瘍細胞 (CTCs ; Circulating tumor cells) の検出は、癌形成・転移に関する研究において
非常に困難である。しかし、CTCsは血中濃度が非常に低く、進行性の癌の場合であっても、10億




セスの開発は非常に重要な課題である (Figure 4.1) 。 
 
 





2007年に Takahashi, Yamanaka らによって報告された induced pluripotent stem cells (iPS 細胞) はヒ
トの筋細胞などを遺伝子導入やタンパク質導入等によって改変し、作製される 2。その革新性から、
2012年にノーベル生理学・医学賞を受賞した。この iPS細胞は、従来、再生医療研究の先駆的細胞
であった、初期胚を用いて作製される embryonic stem cells (ES 細胞) 3–5と比較し、倫理的問題を含
まないことから、非常に注目を集めている。日本においても理化学研究所でヒト iPS細胞を用いた







Figure 4.2. iPS 細胞の分化とその利用 6 
 



















血液中に遊離した CTC の大きさが通常の細胞より大きいという性質を利用し、CTC を選択的に捕
捉・濃縮可能な micro cavity array (MCA) を開発した 13,14 (Figure 4.3 a-c) 
 





Figure 4.3. (a) Circular MCA , (b) rectangular MCA, (c) NCI-H69 CTCが吸着した rectangular MCA それ
ぞれの SEM画像と (d) CTC濃縮デバイスの概念図 14 
 
Rectangular MCAは基板表面に幅 5 ~ 9 µm, 長さが 30 µmの穴をあけることで、白血球や血小板、
赤血球は穴を通過し、サイズの大きい CTC のみを穴に捕捉することを可能とした。さらにこの方











細胞表面が相互作用し、CTCs 以外の細胞が素早くチップ外に流出させる技術を開発した (Figure 





法によって作製した表面上に抗体を固定化する方法が Li らによって考案された 17。 
 
 





































Figure 4.7. HVJ-Eの表面固定化と細胞分離 19, 基板上に LbL膜を作製し、その表面に HVJ-Eを固定
化する。GD1a を発現した細胞と未発現細胞を表面に播種した場合、発現細胞のみが捕捉される 
 


























 PLL と ALG を利用し、ガラス基板上に LbL 膜を作製した。作製した LbL 膜上に HVJ-E を吸着
させ、その吸着挙動を、QCM を用いて観察した。HVJ-E が吸着した基板の表面特性を、濡れ性試





4.3.2. ガラス基板上への Layer-by-Layer 修飾 
 
PLL と ALG をそれぞれ Dulbecco’s リン酸緩衝液 (PBS) に溶解し、それぞれ 1.0 mg/mL と 5.0 
mg/mL の濃度に調整した。高分子溶液の pHを 0.1 Mの塩酸および 0.1 Mの水酸化ナトリウム溶液
で 7.4に調整した。はじめに、QCM の基板およびガラス基板を piranha 溶液、または界面活性剤に
より洗浄し、milli Q 水で 3度洗浄し、窒素ガスにより乾燥させた。得られた基板を PLL溶液に 15
分間浸漬し、PLLを吸着させた。吸着後、基板をmilli Q水により洗浄し、窒素ガスにより乾燥させ
た。続いて、得られた PLL 吸着基板を ALG 溶液に浸漬させ、15 分間吸着させた。その後基板を
milli Q水により洗浄、窒素ガスによる感想を行った。この一連のプロセスを繰り返すことで、PLL




4.3.3. HVJ-Eの LbL膜への固定化 
 
凍結 HVJ-E (GE-016, 石原産業株式会社) をデシケーター内で溶解させ、所定量の PBS 溶液に分
散させた。HVJ-E濃度をそれぞれ 120, 1200, 3000, 6000 hemagglutination unit / mL (HAU/mL) に調整
した。高分子を積層させた QCM、ガラス基板およびガラスチューブ内部を HVJ-E溶液に浸漬させ、
0 ~ 120 分間 HVJ-E をさせた。その後、基板を milli Q 水で洗浄し、窒素ガスにより乾燥させた。
HVJ-Eの吸着は QCM法、蛍光顕微鏡および AFMにより評価した。 
 
 
4.3.4. Quartz Crystal Microbalance法による評価 
 







3 mLのニワトリ血液を 12 mLのリン酸緩衝液に溶かし、遠心分離 (1000 rpm, 5min)した。沈殿し




た 1 mL の赤血球を 49 mL の PBS に溶解し、赤血球溶液とした。ガラス基板、LbL 修飾ガラス基
板、HVJ-E コートガラス基板、更に dithiothreitol (DTT) で処理した HVJ-E コートガラス基板を 24 
well プレートに静置し、その上に 1 mL の赤血球溶液を播種した。この 24 well プレートを 37 oC
のインキュベーターに 2時間静置した。2時間後、それぞれの溶液をエッペンチューブに取り出し、




4.3.6. 基板固定化 HVJ-Eと細胞の融合試験 
 
6000 HAU/mL の HVJ-E を pKH-26 によりラベル化し、13 層積層させた LbL 膜上に固定化した。
その後、20,000 cells/mLに調整した PC-3細胞を HVJ-E基板上に播種し、24時間 37oCで培養した。
PBSで細胞を洗浄したのち、4% パラホルムアルデヒド溶液で細胞を固定化し、共焦点顕微鏡 (TCS 





 直径 15 mm の円形ガラス板表面に、上記 LbL修飾を 13層施した。最外層がカチオンである LbL
膜に対し、120 ~ 6000 HAU/mLの HVJ-E溶液を浸漬し、HVJ-Eを固定化した。未修飾ガラス基板、
LbL修飾ガラス基板、HVJ-E修飾ガラス基板を、それぞれ 24 well plateに静置した。 
 
ヒト前立腺癌細胞 PC-3と LN-Cap (理研 Cell Bank) をそれぞれ pKH-67 と pKH-26でラベル化し
たのち、10,000 cells/mL の細胞混合溶液（PC-3 : LN-Cap = 1:1）を 作製した。この細胞混合溶液を
1 mLずつ各 well内に播種し、所定時間培養した。培養後、各 well を PBS溶液で２度洗浄し、残存
吸着細胞数を蛍光顕微鏡で観察した。基板の細胞分離能は下記式にて算出した。 
 
細胞分離率 (%) =  
PC − 3細胞数
吸着全細胞数





ガラスチューブ内部への LbL修飾も基板時と同様に、1.0 mg/mLの PLL溶液、および 5.0 mg/mL
の ALG溶液を用いて行った。直径 1 mm、長さ 5.5 cm のガラスチューブ内部にペリスタポンプを
用いて PLLと ALGの LbL膜を 13層積層した。なお、高分子の吸着時間を 15分、milli Q水による
洗浄と、窒素ガスによる乾燥工程は同様に行った。LbL 膜の積層後、チューブ内部に HVJ-E 溶液 
(6000 HAU/mL) を注入し、HVJ-Eを内部に固定化させた。 
 HVJ-E固定化チューブ内部にラベル化した 10,000 cells/mL の細胞混合溶液（PC-3 : LN-Cap = 1:1）
50 µLを注入した。チューブを取り出し、溶液が漏れないよう栓をし、37 oCのインキュベーターで
4時間インキュベートした。4時間後、9.5 mL/hの流速で細胞培養液を流し、溶出した溶液を 96 well 
plate に 50 µL ずつ回収した。回収後、各 well 内部の細胞数をカウントし、チューブ内に残存する
細胞数を逆算した。 








HVJ-E 吸着に向けた下地膜は、いずれも生体適合性、生分解性高分子である PLL と ALG の静
電相互作用を利用した LbL法を用いて作製した。LbL膜の積層挙動を QCM法によって評価し、結
果を Figure 4.8に示した。 
 
 




る。本測定結果から、PLLと ALGの高分子電解質溶液間での LbL膜の積層化が示された。 
 
 
4.4.2. HVJ-Eの LbL膜表面への集積化 
 
次に、HVJ-E粒子の LbL膜上への集積化を試みた。HVJ-Eは第 2章で検討した通り、生理条件下
である pH 7.4 付近において、-20 mV 程度の負電荷に帯電しており 25、カチオン性表面に対して強
い親和性を有する。ゆえに、カチオン性高分子である PLL最外層の表面においてのみ、HVJ-Eの集
積がみられると考えられた。 
そこで、LbL 膜の積層回数に対する HVJ-E の集積量変化を調べるため、異なる LbL 積層回数に
おける HVJ-Eの吸着量を調査した (Figure 4.9 a)。 
 
 






Figure 4.9. (a) (○) PLL最外層, (□) ALG最外層における LbLの積層回数に対する HVJ-Eの吸着量
変化 (b) LbL 11 層積層時における HVJ-E 溶液濃度と吸着時間が与える HVJ-E 集積量への影響。
HVJ-E 溶液はそれぞれ (●) 6000 HAU/mL, (○) 3000 HAU/mL, (■) 1200 HAU/mL, (□) 120 HAU/mL19 
 
HVJ-Eの表面への吸着量は、PLL最外層時においては積層回数に応じて徐々に増加し、13層以降
で一定値を迎える (Figure 4.9 a) 。一方で、アニオン性最外層である ALG が最外層の場合には、
HVJ-E の吸着量は、下地膜の積層回数の増加と共に減少し、12 層を超えると HVJ-E は表面に吸着
しないという結果が得られた。ALG が最外層の場合、ALG が有する負電荷と、HVJ-E が有する負
電荷が静電的に反発し、その吸着量が減少していくと考えられる。積層数の増加と共にカチオン最
表面の場合は HVJ-Eの吸着量の増加、アニオン最表面の場合は吸着量の減少という結果は、LbL積
層回数 0-11 層の段階では積層膜が基板表面全てを覆いきっておらず、高分子層を 12層以上積層し
た場合に、基板全体が高分子により覆われていることを示している。 
 次に、HVJ-Eの濃度と吸着時間依存的な表面への吸着量を検討した (Figure 4.9 )。HVJ-Eの表
面への吸着量は、HVJ-E溶液の濃度と吸着時間依存的に増加し、HVJ-E濃度が 6000 HAU/mL、吸着
時間を 60分以上とした場合に表面への HVJ-E集積量が極大値を迎える。HVJ-Eの溶液濃度と表面









Figure 4.10. HVJ-Eの LbL表面への吸着時における濃度と吸着量の関係 19 
 
通常、生理活性物質を表面に単層で吸着させるのは非常に難しい。なぜなら、吸着させた物質同








HVJ-E の吸着を確認するために、赤色蛍光色素である pKH-26 によってラベル化した HVJ-E を
PLL表面に吸着させた (Figure 4.11) 。HVJ-Eの吸着以前、表面には赤い蛍光色素は観られなかった














表面へ吸着した HVJ-E を原子間力顕微鏡 (AFM) によって評価した。濃度の異なる HVJ-E 溶液 
(120、1200、6000 HAU/mL) を用いて、HVJ-Eを PLL最表面に吸着させた。HVJ-Eを吸着させてい
ない LbL 表面では、表面の大きな粗さは見られない。しかし、HVJ-E 溶液の濃度を増加させると、
表面上に球形の構造体の増加が観察された。HVJ-Eの溶液濃度依存的に、球形の構造体が増加して




Figure 4.12. 原子間力顕微鏡 (AFM) による (a) 0, (b) 120, (c) 1200, (d) 6000 HAU/mL の HVJ-E溶液
を用いて作製した HVJ-E吸着基板の観察と、(e) (d)の黄線部位における断面図 19 
 
 












Figure 4.13. PLL最外層の LbL膜 (PLL) と HVJ-E 吸着表面 (LbL+HVJ-E) の接触角測定 19 
 
HVJ-Eの吸着により表面の接触角が変化したのは、HVJ-Eの膜タンパク質の性質に由来すると考
えられる。HVJ-Eのエンベロープ上には膜タンパク質 HNと Fがその主要構成成分として存在する 







Figure 4.14. HVJ-Eの膜タンパク質の構造 




4.4.6. 固定化 HVJ-Eの表面タンパク質の活性評価 
 







Hemolysis assay後の各溶液を遠心分離後、上澄みの吸光度 (541 nm) の測定から hemolysis活性を
評価し、Figure 4.15 (a) にまとめた。 
 
 
Figure 4.15. (a) non-coated glass (Glass), PLL最外層の LbL膜 (PLL), HVJ-E吸着基板 (HVJ-E) および 
HVJ-E吸着基板 + dithiothreitol (HVJ-E+DTT) 各基板との Hemolysis assay反応後の上澄み吸光度 (b) 
non-coated glass, (c) PLL, (d) HVJ-E, (e) HVJ-E + DTT それぞれの基板上に播種された赤血球の顕微
鏡観察 19 
 
Hemolysis活性はガラス基板上ではほとんど見られなかった (Figure 4.15 a) 。顕微鏡の観察では、








一方、HVJ-E吸着基板では、541 nmの吸光度はさらに上昇した (Figure 4.15 a)。興味深いことに、
HVJ-E吸着基板表面には、赤血球が多量に吸着していた (Figure 4.15 d) 。赤血球は表面にアニオン
電荷を有しているのにもかかわらず、アニオン電荷を有する HVJ-E 表面においても多量に吸着し




ていた。この結果は、HN タンパク質が、赤血球表面の GD1a を認識し、捕捉していることを示唆
している。これらの実験結果から、HVJ-Eが表面に吸着後も HNタンパク質および Fタンパク質の
活性を保持していることが示された。 
HVJ-E のタンパク質の活性を検証するために、固定化された HVJ-E のウイルス膜タンパク質を
dithiothreitol (DTT) で阻害した 30。DTT により不活化した基板を用いて hemolysis assayを行ったと
ころ、赤血球の表面への吸着は確認されたが、溶血活性はガラス基板とほぼ同等であった (Figure 




4.4.7. 基板固定化 HVJ-Eの細胞への膜融合能の検討 
 








この HVJ-E の膜融合能を、固定化後も保持しているかどうかを調べるために、固定化 HVJ-E 上
に細胞を播種し、検討することにした。HVJ-E を pKH-26 で赤色ラベル化し、LbL 膜上に吸着させ
た。ヒト前立腺癌細胞の 1種である PC-3細胞を播種し、24時間培養した。24時間後、細胞を固定
化し共焦点顕微鏡を用いて評価した (Figure 4.16) 。 
 
 

















作製した HVJ-E 固定化基板を細胞分離へ応用するため、HVJ-E 固定化基板の細胞毒性を検討し
た。フィブロネクチンコートしたガラス基板 (FN)、PLL を最外層に有する LbL 膜 (PLL) および
HVJ-E を固定化した基板 (HVJ) 上でヒト前立腺癌細胞 PC-3 と LN-Cap をそれぞれ 24 ~ 72 時間培





Figure 4.17. フィブロネクチンコートガラス (FN) 、PLL最外層の LbL膜 (PLL) および HVJ-E固
定化基板 (HVJ-E) 上での PC-3と LN-Cap細胞の増殖評価 
 
一方、基板上での細胞の形態は PC-3 と LN-Cap で異なり、結果を Figure 4.18 にまとめた。PC-3
と LN-Cap細胞は FN-glassおよび PLL上ではほぼ差は観られず、細胞は基板に接着していた (Figure 
4.18 a)。HVJ-E基板上では、PC-3細胞は FN-glass, PLLとほぼ同等に接着していた。一方 LN-Cap細
胞は表面に接着せず、細胞間で凝集し凝集塊を形成した。本基板を PBSで二度洗浄すると、HVJ-E
基板上の LN-Cap細胞のみがほぼ完全に脱離した (Figure 4.18 b, c)。 
 





Figure 4.18. (a) FN-glass, PLL および HVJ-E 固定化基板上で 72 時間培養した PC-3 と LN-Cap 細胞
と (b) PBSで洗浄後の細胞、および (c) 洗浄後の各基板上での吸着細胞数 
 
QCM の結果から基板の表面には HVJ-E がほぼ最密充填様に固定化されていると考えられる。固
定化された HVJ-E基板は接触角が約 30o と親水性が高い基板となっている。LN-Cap細胞は、PC-3
細胞と比較し、細胞表面に GD1a をほとんど有さない 20ため、HVJ-Eの集積された基板上では、LN-
Cap細胞は表面とのアフィニティが得られない。そのため、表面に吸着できず凝集塊を生じたと考
えられる。この実験結果から、本基板は GD1a の有無を認識し、吸着を制御可能な基板であること









PC-3 と LN-Cap の細胞混合液を用いて HVJ-E 固定化基板の細胞分離能を検討した。PC-3 と LN-
Cap を、それぞれ緑色蛍光色素の pKH-67 および赤色蛍光色素の pKH-26 でラベル化し、基板上へ
と播種した。24時間後、基板を PBSで洗浄したのち、蛍光顕微鏡で接着細胞を観察した (Figure 4.19 





Figure 4.19. (a) PC-3 (緑) と LN-Cap (赤) を FN, PLL および HVJ-E 基板上に播種し、24時間培養
後に PBS で洗浄後の蛍光顕微鏡の観察図 (b) 異なる HVJ-E 固定化量の基板上での細胞分離能試験 
(c) 6000 HAU/mL の基板上での時間依存的な細胞分離能 





の細胞分離能を検討した (Figure 4.19 b) 。HVJ-E 未吸着基板上 (コントロール) では細胞分離率は
約 50 %であった。つまり、細胞分離能は有さない。細胞分離能は固定化させた HVJ-E 量依存的に
増加し、6000 HAU/mLの HVJ-E固定化条件では約 90 %まで増加した。この結果は、HVJ-Eが細胞
分離能に影響することを支持している。次に、細胞分離能の時間依存性を検討した (Figure 4.19 c)。
播種した細胞の培養時間を 24 時間から 8 時間、4 時間と減少させると、細胞分離能は約 95％にま
で上昇した。この結果から、細胞分離能の時間依存性が観察された。 
HVJ-E は GD1a を認識し、細胞を捕捉する。しかし、細胞が 24 時間という長期にわたってウイ
ルスと触れることで非特異的な吸着が起こると推定される。例えば、レトロウイルスは、レセプタ
ーを認識して細胞に吸着するウイルスであるが、時間依存的な非特異吸着性も報告されている 33。
これらの報告は、HVJ-E が LN-Cap 細胞と長時間接することにより非特異的に吸着させていること
を示唆する。また、LN-Cap細胞は細胞表面の GD1a 量はゼロではない 20。そのため、長時間の培養











た (Figure 4.20 a) 。4時間後、9.5 mL/h の流速で溶液を溶出させ、溶液を 96 wellプレートに 50 µL
ずつ回収し、Well 内部の細胞数をカウントした。Well 内部の細胞数から、チューブ内の細胞数を
逆算し、Figure 4.20 b にまとめた。 
 





Figure 4.20. (a) ガラスチューブを用いた細胞分離概念図。① PC-3と LN-Capを HVJ-Eを吸着させ
たチューブ内に導入する。② チューブを 4 時間培養する。③ 9.5 mL/h の流速で培養液を流入し、









PC-3 細胞は固定化 HVJ-E に捕捉されることが Figure 4.18 および Figure 4.19 の実験から明らかで
ある。つまり、HVJ-E により PC-3 細胞が捕捉され、溶出時間が遅れていると考えられる。本手法









本章では、HVJ-E 粒子を、PLL と ALG の２種類の生体適合性高分子を、LbL 法を利用して積層
化した高分子電解質膜上に固定化し、HVJ-Eのタンパク質活性の評価と細胞分離能を検討した。LbL
の積層化、および HVJ-Eの基板上への集積化は QCM法、蛍光顕微鏡、AFMにより評価した。QCM
の測定結果によると、HVJ-E は LbL膜上に単層吸着していることが示唆された。固定化された HVJ-
Eの膜タンパク質の活性が、表面固定化後も維持されていることが溶血試験と膜融合能試験により
確認された。ガラス基板上、およびガラスチューブ内に HVJ-Eを固定化した基材を用いて前立腺癌
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LbL 法を用いたヒアルロン酸修飾を行った。本研究では、LbL 法による HVJ-E 表面の修飾におい
て、HVJ-Eの粒子間凝集を生じない条件を見出し、更に HVJ-Eの生体内における赤血球に対する溶
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科学研究科 竹内正之 教授、日本大学理工学部 青柳隆夫 教授に心よりの感謝の意を表します。 
  
本論文の執筆にあたり、ご指導、ご助言を賜りました筑波大学大学院 数理物質科学研究科 三
木一司 教授、内藤昌信 准教授、辻村清也 准教授に深く感謝いたします。 
 
本実験の進行・ディスカッションに於いて、丁寧なご指導、ご助言を賜りました国立研究開発法
人 物質・材料研究機構 国際ナノアーキテクトニクス研究拠点 荏原充宏 ＭＡＮＡ研究者、日本学
術振興会 海外特別研究員 宇都甲一郎 博士に深く感謝いたします。 
  
本論文第２章において、実験の進行・議論において終始丁寧なご指導を賜りました大阪大学付属
病院 未来医療センター 李千萬 准教授、笹井雅夫 博士に深く感謝いたします。また、電子顕微鏡




研究機構 ナノテクノロジープラットフォームの 永野麗子 博士に深く感謝致します。レーザー電
子顕微鏡、走査型電子顕微鏡の撮影にご助力頂きました、国立研究開発法人 物質・材料研究機構 
国際ナノアーキテクトニクス研究拠点の 飯山 清高 氏に深く感謝致します。 
 
本論文第４章において、吸光プレートリーダーおよび接触角測定装置の使用に関して、便宜を払




ディネータとして本研究をサポートしていただいた 堀池靖浩 博士、北島正弘 博士、浅川潔 博士
に深く感謝致します。2014年 1月～5月まで LbL法を用いた表面修飾、およびその Biologyへの応





本研究の進行にあたり、日々の生活を支えていただいた物質・材料研究機構の小土橋 陽平 博士、 
Sharmy Mano Saimon 博士、Giancarlo Forte 博士、Stephania Pagliari 博士、井戸田直和  博士、
Techawanitchai Prapatoson 博士、Young-Jin Kim 博士、Sara Romanazzo博士、Ewelina Zawazak 博士、
Monika Bill 博士、Janice Tam Kalvan博士、滑川亘希 博士、Lin Weichih 博士、Xu Baijao 博士、Shou 
Qinghui博士、佐藤健 氏、中川泰宏 氏、栗本理央 氏、新山瑛理 氏、高井僚 氏、野村奈生人 氏、
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本研究は、ＮＩＭＳジュニア研究員として、また、日本学術振興会 特別研究員 (科研費 特別研
究員奨励費 26・4086) として遂行されたものであり、ここに感謝の意を示します。 
  
最後に、日頃から温かく見守り、支えて頂いた家族、道哉、良子、綾子、奈穂美に心より感謝致
します。 
